Universidade
Estadual de LondRina

LUIGI BERTOLACCINI SCOLIN

SENSIBILIDADE DE ISOLADOS DO FUNGO
ENTOMOPATOGENICO DE LAGARTAS Metarhizium rileyi A
FUNGICIDAS

Londrina
2023



LUIGI BERTOLACCINI SCOLIN

SENSIBILIDADE DE ISOLADOS DO FUNGO
ENTOMOPATOGENICO DE LAGARTAS Metarhizium rileyi A
FUNGICIDAS

Dissertacdo apresentada ao Programa de
Pdos-graduacao em Agronomia da
Universidade Estadual de Londrina, como
requisito parcial a obtencdo do titulo de
Mestre em Agronomia.

Orientador: Prof. Dr. Marcelo Giovanetti
Canteri
Coorientadora: Dr2. Claudia Vieira Godoy

Londrina
2023



Ficha de identificagso da obra elaborada pelo autor, atraves do Programa de Geragdo
Automatica do Sistema de Bibiotecas da UEL

Soolin, Luigi Berfolacoini -
Sensivilidade de iscdados do fungo entomopatogénice de lagartas Metarhizium
rdeyi a fungicidas [ Luigi Benolaccini Scolin. - Londrina, 2023.
48 f.

Orientador: Marcelo Siovanett Canten

Di55£~'.'taFa'n {Mestrado em Agronemia) - Universidade Estadual de Londnna,
Centro de Ciéncias Agranas, Programa de Pos-Graduagdo em Agronomia, 2023

Inclui biblicgrafia.

1. Controle biologico - Tese. 2. Inibidores da desmetilagdo - Tese. 3. inibidores
da guinona extema - Tese. 4. Metl benzimidazol carbamatos - Tese. | Giovansti
Carnteri, Marcelo. I, Universidade Estadual de Londrna. Centro de Ciéncias
Agrarias. Programa de Pos-Graduagdo em Agronomda. fil. Titulo.

COU &3




LUIGI BERTOLACCINI SCOLIN

SENSIBILIDADE DE ISOLADOS DO FUNGO
ENTOMOPATOGENICO DE LAGARTAS Metarhizium rileyi A
FUNGICIDAS

Dissertacdo apresentada ao Programa de
Pos-graduacao em Agronomia da
Universidade Estadual de Londrina, como
requisito parcial a obtencdo do titulo de
Mestre em Agronomia.

BANCA EXAMINADORA

Coorientadora: Dra. Claudia Vieira Godoy
Empresa Brasileria de Pesquisa
Agropecuaria — EMBRAPA

Dr. Daniel Ricardo Sosa-Gémez
Empresa Brasileria de Pesquisa
Agropecuaria - EMBRAPA

Dr. Mauricio Conrado Meyer
Empresa Brasileria de Pesquisa
Agropecuaria - EMBRAPA

Londrina, 23 de Fevereiro de 2023.



AGRADECIMENTOS

A Deus, por me mostrar o melhor caminho sempre.

Aos meus pais Valdemir Scolin e Junia Maria Prezoto Bertolaccini, e
minhas irmas Eliza Maria Bertolaccini Scolin e Luiza Bertolaccini Scolin que
motivaram e guiaram minha trajetoria.

Aos meus orientadores, Claudia Vieira Godoy, por ser um exemplo
de profissional a ser seguido, um modelo de pessoa determinada, eficiente,
inteligente, sempre incentivando a buscar o meu melhor. Ao Prof. Dr. Marcelo
Giovanetti Canteri, pelo conhecimento transmitido, auxilio e suporte durante
execucgao dos trabalhos.

Ao técnico do Laboratério de Fitopatologia da Embrapa Soja, Allan
Misael Flausino pela amizade, paciéncia, esforco e empenho nos trabalhos
conduzidos juntos.

Aos professores da Universidade Estadual de Londrina,
especialmente a Profa. Inés Cristina de Batista Fonseca e ao Prof. Guilherme Biz.

Aos pesquisadores da Embrapa Soja, principalmente Dr. Daniel
Ricardo Sosa-Gdémez, Dr. Mauricio Conrado Meyer e Dra. Ivani de Oliveira Negrao
Lopes.

A Tamires Doroteo de Souza por facilitar o trabalho pelas indicacées
e experiéncia pratica na area de entomologia.

Aos técnicos do laboratério, Nilson Valentin, Luiz Alexandre, Gisele e
Ségio pela ajuda e ensinamentos.

Aos estagiarios Adélcio, Jacqueline e Thiago pela ajuda e
companheirismo nos trabalhos.

A CAPES, pela concessao da bolsa de estudos.

A Universidade Estadual de Londrina e ao Programa de Pds-
Graduacao em Agronomia, pela oportunidade de realizagdo do Mestrado.



SCOLIN, Luigi Bertolaccini. Sensibilidade de isolados do fungo
entomopatogénico de lagartas Metarhizium rileyi a fungicidas. 2023. 46 p.
Dissertacédo (Mestrado em Agronomia) — Universidade Estadual de Londrina,
Londrina, 2023.

RESUMO

Na cultura da soja, as aplicagbes de fungicidas foliares atingem nao somente os
organismos alvos mas também os que ndo séo alvos, como entomopatdégenos que
suprimem naturalmente populacbes de inseto-praga. Seu uso intensivo pode
diminuir a prevaléncia do fungos entomopatogénicos causando atraso na progressao
epizootica do mesmo e aumentando a densidade de pragas na lavoura. Um numero
crescente de relatos de resisténcia de fungos alvos aos fungicidas utilizados na
cultura vem ocorrendo. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de fungicidas no
fungo nédo alvo Metarhizium rileyi, patégeno de lagartas, buscando encontrar
populagdes menos sensiveis que possam ser utilizadas no controle bioldgico. Foi
avaliada a sensibilidade do fungo a fungicidas dos grupos: metil benzimidazol
carbamatos (MBC), inibidores da quinona externa (IQe) e inibidores da desmetilagéo
(IDM) por meio da germinagao de esporos. Foram avaliados 39 isolados de M. rileyi
depositados na Colegcao Micologica da Embrapa Soja. O fungicida carbendazim
(MBC) foi avaliado por meio de dose discriminatéria na concentragdo de 1 ppm.
Picoxistrobina e azoxistrobina (IQe) foram avaliados nas doses de 0,01; 0,1 e 1 ppm.
Os fungicidas tebuconazol e protioconazol (IDM) foram avaliados nas doses de 0;
0,1; 1; 2; 5 e 10 ppm para determinagado da concentragao efetiva para reduzir 50%
da germinacao (CE50). Trinta e cinco isolados foram considerados resistentes ao
ingrediente ativo carbendazim e todos os isolados foram considerados sensiveis a
picoxistrobina e azoxistrobina. Para protioconazol e tebuconazol as CE50 médias
foram 0,34 ppm e 0,77 ppm, respectivamente. Somente um isolado (Nr 424, 2003)
apresentou CES50 21 ppm para o ingrediente ativo protioconazol e 18 isolados para
tebuconazol, sendo cinco obtidos antes de 1996 e 13 a partir de 1996. Um unico
isolado apresentou CE50 superior a 2 ppm para tebuconazol (Nr 152, 1996).

Palavras-chave: Controle bioldgico. Inibidores da desmetilagdo. Inibidores da
quinona externa. Metil benzimidazol carbamato.



SCOLIN, Luigi Bertolaccini. Sensitivity of isolates of the entomopathogenic
fungus from caterpillars Metarhizium rileyi to fungicides. 2023. 46p. Dissertation
(Master in Agronomy) — State University of Londrina, Londrina, 2023.

ABSTRACT

In soybean, foliar fungicide applications reach not only target organisms but also
non-target organisms, such as entomopathogens that naturally suppress insect pest
populations. Its intensive use can reduce the prevalence of entomopathogenic fungi
causing a delay in the epizootic progression and increasing the density of pests in
the crop. An increasing number of reports of resistance of target fungi to the
fungicides used in the crop are occurring. The objective of this work was to evaluate
the effect of fungicides on non-target fungi Metarhizium rileyi, a pathogen of
caterpillars, aiming to find less sensitive populations that could be used in biological
control. It was assed the sensitivity of the fungus to fungicides from methyl
benzimidazole carbamates (MBC), demethylation inhibitors (DMI), and quinone
outside inhibitors (Qol) through spore germination. We evaluated 39 isolates of M.
rileyi from the Embrapa Soybean Mycological Collection. The fungicide carbendazim
(MBC) was evaluated using a discriminatory dose at a concentration of 1 ppm.
Picoxystrobin and azoxystrobin (Qol) were evaluated at doses of 0.01, 0.1, and 1
ppm. Tebuconazole and prothioconazole (DMI) were assessed at 0, 0.1, 1, 2, 5, and
10 ppm to determine the effective concentration to reduce the spore germination in
50% (CE50). Thirty-five isolates were resistant to carbendazim. All isolates were
sensitive to picoxystrobin and azoxystrobin. Mean CE50 were 0.34 and 0.77 ppm, for
prothioconazole and tebuconazole, respectively. Only one isolate (Nr 424, 2003)
presented an CE50 =21 ppm for prothioconazole and 18 isolates for tebuconazole, five
of which were obtained before 1996, 13 from 1996. A single isolate showed an CE50
> 2 ppm for tebuconazole (Nr 152, 1996).

Key words: Biological control. Demethylation Inhibitors. Quinone outside inhibitors.
Methyl benzimidazole carbamate.
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1 INTRODUGAO

A producdo de graos ocupa destaque na agricultura brasileira,
principalmente a cultura de soja, porém, existem diversos fatores bioticos e abibticos
que podem afetar a sua produtividade. Entre os fatores bidticos estdo as doencas e
pragas que podem diminuir a produtividade da cultura (SEIXAS et al., 2020).

Mais de 40 doengas ja foram relatadas na cultura, em varios
estagios de desenvolvimento, afetando raizes, peciolos e caules, folhas e vagens. O
manejo integrado de doengas (MID) € a melhor op¢ao para evitar danos e tem como
base o controle cultural, genético, quimico e biolégico (SEIXAS et al., 2020).

A utilizagdo de fungicidas na cultura da soja se intensificou com a
entrada do fungo Phakopsora pachyrhizi Syd & P. Syd, causador da ferrugem-
asiatica da soja, no Paraguai e no Brasil, em 2001 e que se disseminou para todas
as regioes produtoras do Pais (YORINORI et al., 2005). A média de aplicagdes de
fungicidas para o controle da ferrugem-asiatica e de outras doengas na cultura por
ciclo, foi de, aproximadamente, 3,4 por hectare nas ultimas safras (GODOY et al.,
2020). Durante as aplicagbes, todos os organismos que estdo presentes na cultura
(alvos e nado alvos) sdo expostos a essas aplicagbes. Um numero crescente de
relatos de fungos alvos resistentes a fungicidas vem ocorrendo na cultura da soja
pelo excesso de utilizagdo de fungicidas, como Cercospora spp. (MELLO et al.,
2021), Corynespora cassiicola (Berk. & M.A. Curtis) C. T. Wei (XAVIER et al., 2013;
TERAMOTO et al.,, 2017; FRAC, 2021) e P. pachyrhizi (SCHMITZ et al., 2014;
KLOSOWSKI et al., 2016; SIMOES et al., 2018). Entre os fungos ndo alvos, est&o os
entomopatogénicos. Fungos entomopatogénicos sao importantes agentes de
controle biolégico dentro do manejo de pragas e o uso constante de fungicidas pode
suprimir suas populacdes (SOSA-GOMEZ et al., 2003; LOPES et al., 2022).

Se por um lado a resisténcia a fungicidas pode ser prejudicial no
controle de doencas, selecionando populagdes de fungos cada vez menos sensiveis
ou resistentes aos fungicidas, por outro lado, do ponto de vista de populagbes de
fungos utilizadas no controle bioldgico, ela pode ser benéfica. Isolados de fungos
menos sensiveis aos fungicidas, quando selecionados, apresentam uma vantagem
adaptativa para serem liberados e utilizados no controle bioldgico.

Dentre os fungos entomopatogénicos utilizados no controle
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bioldgico, Metarhizium rileyi (Farl.) Kepler, S.A. Rehner & Humber 2014 destaca-se
na cultura da soja por parasitar a familia Noctuidae. O fungo possui grande
importancia no controle natural das lagartas da soja no Brasil e no resto do mundo.
Porém, a utilizacdo de fungicidas pode atrasar o aparecimento de epizootias do
fungo M. rileyi de 2 a 14 dias no controle de populagdes de Anticarsia gemmatalis
(SOSA-GOMEZ et al., 2003).

O objetivo desse trabalho foi avaliar a sensibilidade de isolados de
M. rileyi, a fungicidas dos grupos quimicos mais utilizados no controle de doencgas.
Dessa forma, avaliou-se a sensibilidade de isolados de M. rileyi a fungicidas do
grupo dos metil benzimidazol carbamatos (MBC), inibidores da quinona externa
(IQe) e inibidores da desmetilagdo (IDM). Os isolados provém da Colegédo Micologica
da Embrapa Soja e da Embrapa Cenargen, sendo pré-selecionados para maior
patogenicidade em bioensaios.

A dissertacao sera apresentada na forma de artigo cientifico:

Artigo A: “Sensibilidade de isolados do fungo entomopatogénico de lagartas

Metarhizium rileyi a fungicidas”.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Cultura da soja

A soja [Glycine max (L.) Merr.], € uma planta da familia Fabaceae
originaria da China, sendo umas das culturas mais amplamente difundidas no mundo
(AZEVEDO,1993; BOREM, 1999). E uma cultura de grande importancia mundial,
podendo ser comercializada como grao, farelo e dleo, pois 0 gréo possui ao redor de
20% de 6leo na sua composicdo. Possui importantes caracteristicas nutricionais
para a alimentacdo humana e animal, com cerca de 40% de proteinas, além de
fibras e gorduras insaturadas. Também ¢é importante para a producédo de biodisel,
por ser uma fonte de energia renovavel que substitui os derivados de petrdleo e
reduz a emissado de gases que agravam o efeito estufa (RAMOS; NASCIMENTO;
SILVA, 2010; HIRAKURI; LAZZAROTTO, 2014; ANUARIO BRASILEIRO DE SOJA,
2018).

O Brasil € o maior produtor mundial de soja. Na safra 2021/2022
produziu ao redor de 124.047 milhdes de toneladas em uma area de 40,9 milhdes de
hectares e média de produtividade de 3.029 kg ha' (CONAB, 2022).

Um dos principais fatores para o sucesso da soja no Brasil foi o
desenvolvimento de cultivares adaptadas a baixas latitudes, que permitiu a
expansdo da cultura para a regido do Cerrado, responsavel por mais de 50% da
producdo de soja em 2020/2021 (CONAB, 2022). O tamanho das regides
geograficas em que a soja é produzida no Brasil coloca o Pais em uma situacao
unica no que diz respeito ao manejo de pragas, principalmente considerando a
possibilidade de semear soja o ano todo em regides tropicais, sem interrupgao do
inverno rigoroso, como ocorre nas regides regides temperadas. O intensivo uso da
terra, a auséncia de rotacdo de culturas e de inverno rigoroso € 0 aumento do uso
de agrotoxicos para o controle de pragas tem ameacado a sustentabilidade da
cultura da soja (GAZZONI, 2013; LISZBINSKI et al., 2020).

Uma doenca que representou um marco na intensificacdo do uso de
agrotoxico na cultura da soja no Brasil foi a ferrugem-asiatica, causada pelo fungo
Phakopsora pachyrhizi Syd. & P. Syd., reportado em 2001 no Paraguai e no Brasil
(YORINORI et al., 2001). A chegada e a disseminagao do fungo P. pachyrhizi

também apresentou impacto no uso de inseticidas na cultura uma vez que os
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fungicidas mais eficientes no manejo da doenga apresentam efeitos prejudiciais em
fungos entomopatogénicos, como Metarhizium rileyi e outros (SOSA-GOMEZ et al.,
2003). Além de fungos benéficos que podem ser afetados por fungicidas,
predadores e parasitoides podem ser prejudicados nessas aplicagdes, contribuindo
para o desequilibrio biolégico na cultura. Além disso, na tentativa de tornar as
praticas de controle mais rapidas e simples, produtores de soja misturam inseticidas
com fungicidas ou mesmo com herbicidas e aplicam mais cedo em uma unica
operagao (SCHREINER et al., 2016). O uso indevido de agrotdxicos causa diversos
problemas como intoxicagdo de aplicadores, produtores, contaminacdo no meio
ambiente e morte de organismos nao alvos (SHAHID; LIESS; KNILLMANN, 2017).

2.2 Uso de fungicidas e a selecgao de resisténcia

O controle quimico na cultura da soja foi intensificado com a entrada
do fungo P. pachyrhizi. A ferrugem-asiatica é considerada a doenga mais severa da
cultura, com danos variando de 10% a 90% nas diversas regides geograficas onde
foi relatada (YORINORI et al., 2005).

Em razdo da dificuldade da detecgdo dos sintomas da ferrugem-
asiatica e das perdas ocasionadas nos primeiros anos, muitos produtores passaram
a adotar aplicagbes calendarizadas, iniciando no pré-fechamento das linhas de
semeadura (ao redor de 50 dias apds a semeadura) e repetindo em intervalos de 14
dias. A calendarizagcao faz com que a média de aplicacbes de fungicidas para o
controle da ferrugem-asiatica e de outras doencgas, em um ciclo da cultura no Brasil
seja ao redor de 3,4 por hectare nas ultimas safras (GODOY et al., 2020). Durante
essas aplicagdes, todos os organismos que estdo presentes na cultura (alvos e néo
alvos) séo expostos.

O uso intensivo de fungicidas na cultura da soja tem levado a um
aumento no relato no numero de fungos resistentes a fungicidas (SCHMITZ et al.,
2014; KLOSOWSKI et al., 2016; SIMOES et al., 2018; MELLO et al., 2021). A
resisténcia a fungicidas é uma caracteristica hereditaria, de ocorréncia natural,
levando individuos de uma populagao a sobreviver a um tratamento com um produto
que normalmente daria controle eficiente (OEPP/EPPO, 1999).

Os casos de resisténcia a fungicidas no mundo permaneceram raros

até a década de 1970, quando novas classes de produtos quimicos antifungicos com
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modos de agao especificos foram introduzidos e se tornaram amplamente usados
(BRENT, 2012). Desde entéo, a resisténcia se tornou frequente, sendo crescente os
relatos de redugéo da eficiéncia de fungicidas utilizados a campo (BRENT, 2012).

Fungicidas sitio-especificos interrompem processos celulares
especificos e ligam-se a alvos proteicos especificos do patégeno. Dentre os
principais modos de acgao sitio-especificos, utilizados no controle de doengas na
cultura da soja, destacam-se os fungicidas metil benzimidazol carbamato (MBC), os
inibidores da desmetilagdo (IDM), os inibidores de quinona externa (IQe) e os
inibidores da succinato desidrogenase (ISDH) (GODOQY et al., 2020).

Fungicidas sitio-especificos sao altamente ativos e muitas vezes
tém acao sistémica na planta, com bom controle em baixas doses. Apds a aplicacao
do fungicida, a maioria dos individuos sensiveis da populagdo de patéogenos séo
removidos ou inibidos de completar seu ciclo de vida, resultando em uma forte
selegcdo dos individuos resistentes (LUCAS; HAWKINS; FRAAIJE, 2014). A
vulnerabilidade de fungicidas sitio-especificos ao desenvolvimento de resisténcia &
uma consequéncia de diferentes fatores: o modo de ag¢do do fungicida, a alta
eficacia, a biologia dos patdgenos e a epidemiologia.

O primeiro requisito para que ocorra resisténcia € haver variabilidade
hereditaria de sensibilidade ao fungicida na populagdo dos patdégenos
(GEORGOPOULOQOS; SKYLAKAKIS, 1986). Os genomas fungicos sao muito
plasticos e podem conter milhares de polimorfismos (CUOMO et al., 2007). Grandes
populagdes de patdgenos inevitavelmente conterdo individuos raros, distintos,
geneticamente estaveis, capazes de se opor em varios graus a qualquer impacto
metabodlico desfavoravel e aumentar em resposta a selecdo as custas de
componentes sensiveis da populagdo (HOLLOMON, 2015).

Na cultura da soja, um numero crescente de relatos de fungos
resistentes a fungicidas vem ocorrendo pelo excesso de utilizacdo desses produtos,
entre eles: Cercospora spp. resistente a MBC e IQe (MELLO et al., 2021),
Corynespora cassiicola resistentes a MBC, 1Qe e ISDH (XAVIER et al.,, 2013;
TERAMOTO et al., 2017; FRAC, 2021) e P. pachyrhizi menos sensivel a IDM, IQe e
ISDH (SCHMITZ et al., 2014; KLOSOWSKI et al., 2016; SIMOES et al., 2018).

Se por um lado a evolugcdo para selecdo de resisténcia aos
fungicidas sitio-especificos tem comprometido o controle de doengas em diferentes
patossistemas (LUCAS; HAWKINS; FRAAIJE, 2014), essa mesma selegdo pode ser
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utilizada na busca de entomopatdégenos adaptados que possam ser utilizados no
controle biologico de pragas.

No Brasil existem 22 espécies de fungos, bactérias e virus
registrados para o controle de insetos-pragas, que estdo inseridos na classe
inseticida microbiolégico pelo Mapa (Ministério da Agricultura e Pecuaria)
(AGROFIT, 2021). Dentre esses microrganismos, os fungos se destacam no manejo
integrado de pragas por possuirem grande diversidade em numero de espécies,
linhagens e hospedeiros (CARRUTHERS; SAWYER; HURAL, 1991).

A utilizagdo de fungos entomopatogénicos traz diversas vantagens
ao produtor, como ser inofensivos para insetos benéficos, ter baixo impacto na
biodiversidade natural do ecossistema, ndo deixar residuos toxicos e normalmente
sdo especificos a artropodes, ndo afetando plantas e mamiferos (SKINNER;
BRUCE; KIM, 2014).

Os habitats para fungos entomopatogénicos sao frequentemente
caracterizados por condi¢bes fisicas altamente desfavoraveis, como a exposicao
direta a radiacao ultra violeta e temperaturas desfavoraveis. A radiagao ultravioleta
pode matar, inativar e atrasar a germinagao de conidios. Baixa umidade também
pode limitar a eficacia (VAN DEN BOSCH, 1971; ACHEAMPONG et al., 2020).
Fungos entomopatogénicos toleram uma ampla variagado de temperatura, porém, as
temperaturas ideais para germinagéao, crescimento e esporulagéo sdo geralmente de
20°C a 30°C (GOETTEL; INGLIS; WRAIGHT, 2000; RANGEL et al.,, 2004;
SKINNER; BRUCE; KIM, 2014). Todos esses fatores contribuiram para o fraco
historico de estabelecimento de entomopatdgenos.

Além dos fatores ambientais, o uso constante de agrotdxicos como
inseticidas (HALL; DUNN, 1959, URS; GOVINDU; SHASTRY, 1967, OLMERT;
KENNETH, 1974), herbicidas (KOS; A CELAR, 2012) e fungicidas (OLMERT;
KENNETH, 1974; SOPER; HOLBROOK; GORDON, 1974) possuem atividade
fungica afetando o crescimento e a esporulagéo do fungo, suprimindo populag¢des de

entomopatdgenos que controlam naturalmente populagdes de insetos-pragas.

2.3. Metarhizium rileyi e importancia para o controle biolégico de pragas

Metarhizium rileyi foi descrito em 1883 originalmente como Botrytis

rileyi (Farlow), passou por varias mudancas de nomenclatura como, Nomuraea
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prasina (MAUBLANC, 1903), Spicaria prasina, Spicaria rileyi (CHARLES, 1936),
Beauveria rileyi (GOSSWALD, 1938) e Nomuraea rileyi (KISH; SAMSON; ALLEN,
1974). Por ultimo, utilizando técnicas moleculares foi reclassificado para o género
Metarhizium (KEPLER et al., 2014).

O fungo é conhecido como um entomopatdégeno que se desenvolve
em uma variedade de hospedeiros obrigatérios, particularmente os Noctuidae. Na
cultura da soja destaca-se a lagarta da soja, Anticarsia gemmatalis Hubner, 1818
(Lepidoptera: Erebidae), por sua abundancia e ocorréncia frequente em todas as
regides do Pais onde a soja é cultivada, estimando perdas de até 100% quando em
altas populagbes e sem o manejo adequado. Alguns outros noctuideos, como a
lagarta-falsa-medideira, Chrysodeixis includens (Walker, 1858) (Lepidoptera:
Noctuidae) e algumas espécies de Spodoptera tém também se destacado como
desfolhadores importantes da cultura (MOSCARDI et al., 2013). O fungo também
consegue afetar as espécies de Rachiplusia nu (Guenée) (Lepidoptera: Nocuidae),
Alabama argillacea (Hubner) (Lepidoptera: Nocuidae), Pseudaletia sequax
Franclemont (Lepidoptera: Nocuidae), Trichoplusia ni (HUbner) (Lepidoptera:
Nocuidae), como também Spilosoma virginica (Lepidoptera: Arctiidae) e Chlosyne
lacinia saundersii Doubleday & Hewitson (Nymphalidae) (SOSA-GOMEZ; LASTRA;
HUMBER, 2010).

Metarhizium rileyi € um fungo dimorfico com hifas semelhantes a
leveduras e fase de crescimento filamentoso, com uma grande diversidade de
isolados, coletados em varias partes do mundo (HUMBER; HANSEN; WHELLER,
2011). Populagdes do entomopatdégeno apresentam grande variabilidade genética
em funcao dos processos de recombinacao, da espécie hospedeira e da localizagao
geografica de coleta (SUWANNAKUT; BOUCIAS; WIWAT, 2005; DEVI et al., 2007).

A produgdo de um produto comercial se busca especificidade,
produgdo em meio de cultura, resisténcia no ambiente em que € usado e alta
patogenicidade do isolado. Esta ultima caracteristica pode ser avaliada pela
porcentagem de mortalidade em bioensaios, quantidade de hospedeiros infectados e
tempo necessario para a germinagao dos esporos (IGNOFFO et al., 1976, TIGANO-
MILANI et al., 1995).

No entanto, a penetracdo rapida e direta na cuticula é importante
para a viruléncia (PEKRUL; GRULA, 1979). Os conidios da maioria dos fungos

entomopatogénicos aderem fortemente as cuticulas dos insetos, envolvendo
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mecanismos de adesao nao especificos mediados pela hidrofobicidade da parede
celular dos conidios (BOUCIAS; PENDLAND; LATGE, 1988; BOUCIAS;
PENDLAND; LATGE, 1991).

Uma vez que um conidio entra em contato com uma cuticula de
inseto apropriada, ele pode germinar e produzir tubo germinativo, a partir do qual a
hifa de penetracao é formada. Mesmo que a germinacgao ocorra, o fungo pode nao
ser capaz de penetrar na cuticula, devido a uma série de fatores, como um ambiente
inadequado ou a presencga de fatores inibidores como acidos graxos ou melanina, na
composi¢cao da cuticula. Para penetrar na cuticula, os fungos entomopatogénicos
utilizam uma combinacdo de mecanismos enzimaticos e mecanicos (INGLIS et al.,
2001).

Metarhizium rileyi produz proteases extracelulares, quitinases e
lipases responsaveis pelas enzimas de penetracdo das hifas (MOHAMED; BELL;
SIKOROWSKI, 1978). Uma vez que o fungo atinge a hemocele, ele cresce como
corpos hifais, que sao estruturas simples ou multicelulares que ndo possuem uma
parede celular formal, mas contém uma camada fibrilar fina na membrana
plasmatica (INGLIS et al., 2001).

Apos a morte da lagarta, o fungo frequentemente cresce dentro do
hospedeiro e metabdlitos produzidos podem estar envolvidos na exclusao
competitiva de microrganismos competidores do cadaver. Logo apés a morte do
hospedeiro, e em condi¢des favoraveis, hifas emergem do cadaver e sdo produzidas
células conidiogénicas, ocorrendo esporulacdo na superficie do hospedeiro onde
sao liberados os conidios (INGLIS et al., 2001).

Os esporos liberados infectam populacdes de insetos no campo e
causam epizootias, tornando-se importantes na regulagao natural de insetos-praga.
Uma epizootia é o resultado de uma interacdo complexa entre o hospedeiro, o
patdgeno e o ambiente ao longo do tempo (BUTT; JACKSON; MAGAN, 2001).
Porém, epizootias de M. rileyi podem ser atrasadas de 2 a 14 dias, no controle de
populagdes de A. gemmatalis, pela utilizagdo de fungicidas, favorecendo o aumento
da populagéo da praga no campo (SOSA-GOMEZ et al., 2003).

Segundo Sosa-Gémez et al. (2003) os fungicidas benomil,
difenoconazol, enxofre e carbendazim reduziram a germinagao conidial do fungo,
entretanto, carbendazim foi menos deletério em comparacdo com o0s outros

fungicidas. Pessoa et al. (2021) analisaram os fungicidas epoxiconazol, tetraconazol,
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trifloxistrobina + tebuconazol, azoxistrobina + ciproconazol e picoxistrobina +
ciproconazol, e concluiram que todos os fungicidas afetaram o desenvolvimento do
fungo, reduzindo o crescimento vegetativo e a esporulagdo. Matcha et al. (2021)
verificaram 100% de inibigdo do crescimento micelial do fungo pelos fungicidas
carbendazim e propiconazol, 36,7% pela azoxistrobina, 35% pelo tebuconazol e
12,5% pelo oxicloreto de cobre. Esses fungicidas diminuiram também a esporulagéo

do fungo.

2.4. Selecgao para isolados resistentes

O desenvolvimento de resisténcia a fungicias € um processo
evolutivo populacional e o seu monitoramento € crucial para enter quais mudancas a
populacdo pode estar sofrendo (FRAC, 2023). A natureza do fungicida e a genética
da resisténcia influenciam a taxa e o padrdao da emergéncia da resisténcia.

Fungicidas sitio-especificos, possuem uma unica mutagcdo na
proteina alvo pode conferir um alto nivel de resisténcia, uma mudanga qualitativa
pode ocorrer, resultando em duas populacdes distintas com uma distribuicdo de
sensibilidade bimodal, como é o caso de fungicidas MBC e IQe para a mutacao
G143A (LUCAS; HAWKINS; FRAAIJE, 2015). Com fungicidas multissitios ou alguns
sitio-especificos como os IDM, onde mais de um gene ou alelo contribui para a
resisténcia, uma distribuicdo unimodal é observada. Em ambos os casos, ha selecéo
direcional para menor sensibilidade (LUCAS; HAWKINS; FRAAIJE, 2015).

Desta forma, a escolha do método para monitoramento ou selegao
de resisténcia deve levar em conta ndo somente as caracteristicas do fungo, mas
também a natureza do fungicida.

No caso de avaliar resisténcia quantitativa, na qual ocorre
distribuicdo unimodal ou menor sensibilidade, é utilizada a concentracao efetiva para
inibir 50% do crescimento ou germinacao (CE50), aquela que inibi metade da
amostra testada. A CE50 é estimada no ajuste da curva resposta do patégeno a
uma série de concentragcées (BROWN, 2006).

Na resisténcia qualitativa ocorre selecédo disruptiva, a populacdo de
fungos pode ser dividida em duas distribuigdes discretas, em que uma € considerada
sensivel e outra resistente. A avaliagdo pode ser feita por dose discriminatéria que

consiste em uma taxa de dose unica que é possivel discriminar o isolado sensivel ou
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resistente (RUSSELL, 2002).

Além da definicdo das caracteristicas do tipo da resisténcia
(qualitativa ou quantitativa), as caracteristicas do patdogeno tém que ser avaliadas na
escolha do método utilizado (CES0 ou dose discriminatoria).

Um método comumente usado para medir a CE50 em fungos
parasitas nao obrigatorios, que crescem em meio de cultura, € por meio da reducéo
do didmetro da col6nia do fungo em meio com fungicida (DEKKER, 1987; DEKKER,;
GEORGOPOULOS, 1982). No entanto, o método de inibigdo de crescimento micelial
requer grande quantidade de meio de cultura, espago e é demorado, e apenas o
crescimento linear € medido e a densidade da coldnia ndo é considerada (DEKKER,
1987). Também sdo mais utilizados em fungos que apresentam rapido crescimento
de coldnia. Outra técnica disponivel avalia a redugcdo do peso seco de micélio
produzido em meio liquido, mas esse método requer ainda mais espaco, tempo e
material (DEKKER; GEORGOPOULOS, 1982).

Métodos utilizando microtitulacdo colorimétrica também tem sido
bastante utilizado para monitoramento de resisténcia para varios patdégenos
(STAMMLER; BENZINGER; SPEAKMAN, 2007; VEGA et al., 2012). Esses métodos
necessitam que os fungos apresentem abundamente esporulacdo para
padronizacao do indculo a ser utilizado na avaliagao.

Um teste rapido e simples baseado na germinagdo de conidios de
Botrytis em meio acrescido de varios fungicidas foi utilizado para determinar a CE50,
avaliando-se a redugao do crescimento do tubo germinativo em meio com 1% de
agar com extrato de malte com diferentes fungicidas. A fim de detectar diferentes
niveis de resisténcia, duas concentragdes discriminatérias foram identificadas para
cada composto. Nesse método de ensaio de rotina, gotas de uma suspenséo de
conidios colhidos diretamente de material vegetal doente ou culturas esporuladas
eram incubadas em cada um dos 20 diferentes meios com fungicidas e avaliados
apo6s 24-48 horas (WEBER; HAHN, 2011). O teste utilizando germinagao de esporos
apresenta a vantagem de ocupar pouco espago e apresentar respostas rapidas,
necessitando apenas que o fungo apresente boa esporulagdo. Esse método é o
mais recomendado para os fungicidas como os dos grupos ISDH e IQe que inibem a

germinagao de esporos.



18

2.5. Mecanismo de resisténcia dos fungicidas da classe MBC

Os fungicidas do grupo quimico metil-2-benzimidazole carbamato
(MBC), bloqueiam a divisdo celular, impedindo a polimerizagdo das subunidades de
a-tubulina e B-tubulina (KUS; ALTANLAR, 2003) e pertencem a trés classes:
benzimidazois, N-fenilcarbamatos e benzamidas. Os fungicidas com tiofanato sao
geralmente considerados pertencentes a classe dos benzimidazéis, uma vez que
s&o profungicidas que s&o convertidos em carbendazim (YOUNG, 2015).

Este grupo quimico foi a primeira classe quimica de fungicida com
um unico sitio de agao, controlando um amplo espectro de patégenos dos Filos
Ascomycota e alguns Basidiomycota, que pertencem ao Reino Fungi, ndo tendo
efeito sobre organismo do filo Oomycota, que pertencem ao Reino Chromista.

A resisténcia a esse grupo de fungicida é qualitativa, onde o
patdogeno é considerado sensivel ou resistente (MCGRATH, 2001). Mutagbes na
proteina B-tubulina conferem resisténcia aos benzimidazois. Mutacdes nos codéns 6,
50, 167, 198, 200 e 240 foram identificadas em laboratério e podem ser encontradas
em cepas resistentes a campo, porém, as substituicbes de acido glutdmico na
posicdo 198 por um aminoacido alanina (E198A) ou glicina (E198G) ou lisina
(E198K) ou glutamina (E198Q) e a substituicdo da fenilalanina na posi¢cédo 200 por
um aminodcido tirosina (F200Y) sdo as mais prevalentes (KOENRAADT; JONES,
1992; MA; MICHAILIDES, 2005).

2.6. Mecanismo de resisténcia dos fungicidas da classe IQe

Os fungicidas inibidores da respiracdo do complexo Ill sdo muito
utilizados no controle de doencas, representado pelo seu maior grupo IQe. Seu
sucesso no mercado esta baseado nos efeitos benéficos na fisiologia vegetal e no
amplo espectro de atividades nas maioria dos Ascomycetes, Basidiomycetes e
Omycetes (BARTLETT et al., 2002). Porém, os fungicidas podem variar em atividade
contra as diferentes doengas de plantas, com isso nem sempre se obtém altos niveis
de controle, como o ingrediente ativo metominostrobina que possui eficiéncia
moderada no controle de oomicetos (BARTLETT et al., 2002).

O mecanismo primario de resisténcia a |1Qe € baseado no local alvo
e envolve mutagdes no gene mitocondrial do citocromo b (cyt b). O citocromo b faz

parte do complexo citocromo bc1, localizado na membrana mitocondrial interna de
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fungos e outros eucariotos (BARTLETT et al., 2002). A rota de agao dos IQe nos
fungos é bloquear a cadeia de transferéncia de elétrons no complexo bc1 da cadeia
respiratoria, impedindo a transferéncia de elétrons no sitio da mitocéndria, portanto,
pode causar perdas na sintese de ATP e inibicao da respiracéo celular (BARTLETT
et al., 2002; SIEROTZIKI, 2015).

A resisténcia a 1Qe é baseada em mutagdes de ponto, sendo a
substituigdo da glicina na posigdo 143 por um aminoacido alanina no gene cyt b
(G143A) a principal, que confere resisténcia completa ao fungicida (GISI et al.,
2000). Outras mutacoes também descritas para os fungicidas IQe sao a substituicao
da fenilalanina na posi¢ao 129 por um aminoacido leucina (F129L) e a substituicdo
da glicina na posi¢cao 137 por um aminoacido arginina (G137R), ambas no gene cyt

b, associados a resisténcia moderada (parcial) ao fungicida.

2.7. Mecanismo de resisténcia dos fungicidas da classe IDM

Os fungicidas inibidores de desmetilacdo de esterois (IDM) sdo um
importante grupo de fungicidas no manejo dos fungos da classe Ascomicetos e
Basidiomicetos (SILVA JUNIOR; BEHLAU, 2018).

Os fungicidas IDMs atuam na enzima 14a-demetilase, a qual é
codificada pelo gene cyp51, membro da familia do citocromo P450. A rota de agéo
do grupo quimico consiste em afetar a integridade da membrana celular do fungo,
inibindo a formacao de esterol. Os esterdis sao constituintes essenciais das
membranas celulares dos fungos que regulam a estabilidade e a permeabilidade,
sendo muito importantes para o seu crescimento (ZIOGAS; MALANDRAKIS, 2015).

O mecanismo de resisténcia para IDMs € poligénico, podendo agir
individualmente ou em combinagdo. Cada mutag¢ao individual normalmente causa
apenas pequena reducao na sensibilidade. Somente apds o acumulo de multiplas
mutagdes, em um isolado, ocorre reducao suficiente na sensibilidade para impactar
a eficiéncia do fungicida em condigbes de campo (FRAC, 2020). Ao longo dos anos
foram identificados, em populagbes de patégenos diferentes mecanismos
associados a diminui¢cao da sensibilidade a esses compostos, incluindo modificagao
do local-alvo, superexpressao do gene cyp51, aumento do efluxo e varias copias do
gene alvo (ZIOGAS; MALANDRAKIS, 2015).
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3. ARTIGO A: Sensibilidade de isolados do fungo entomopatogénico de
lagartas Metarhizium rileyi a fungicidas

3.1 Resumo

Aplicagbes de fungicidas foliares atingem ndo somente os organismos alvos mas
também os que ndo sao alvos, como entomopatdégenos que suprimem naturalmente
populagdes de inseto-praga. Como muitos fungicidas sdo potencialmente prejudiciais
a fungos entomopatogénicos, este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito de
fungicidas em Metarhizium rileyi, fungo entomopatogénico de lagartas, buscando
encontrar populacbes menos sensiveis que possam ser utilizadas no controle
biolégico. Foi avaliada a sensibilidade do fungo a fungicidas dos grupos: metil
benzimidazol carbamatos (MBC), inibidores da desmetilacdo (IDM) e inibidores da
quinona externa (IQe) por meio da germinagcdo de esporos. Foram avaliados 39
isolados de M. rileyi, depositados na Colegdo Micologica da Embrapa Soja. O
fungicida carbendazim (MBC) foi avaliado por meio de dose discriminatoria na
concentracdo de 1 ppm. Picoxistrobina e azoxistrobina (IQe) foram avaliados nas
doses de 0,01; 0,1 e 1 ppm. Os fungicidas tebuconazol e protioconazol (IDM) foram
avaliados nas concentragdes de 0; 0,1; 1; 2; 5 e 10 ppm para determinacéo da
concentragdo efetiva para reduzir 50% da germinagdo (CES50). Trinta e cinco
isolados foram considerados resistentes ao ingrediente ativo carbendazim e todos os
isolados foram considerados sensiveis a picoxistrobina e a azoxistrobina. Para
protioconazol e tebuconazol as CE50 médias foram 0,34 e 0,77 ppm,
respectivamente. Somente um isolado (Nr 424, 2003) apresentou CE50 =1 ppm
para o ingrediente ativo protioconazol e 18 isolados para tebuconazol, sendo cinco
obtidos antes de 1996, ano que se recomendou as primeiras aplicagdes do grupo
quimico para a cultura da soja, e 13 a partir de 1996. Um unico isolado apresentou
CE50 superior a 2 ppm para tebuconazol (Nr 152, 1996).

Palavras-chave: Controle biologico. Inibidores da desmetilagdo. Inibidores da
quinona externa. Metil benzimidazol carbamatos.
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3.2 Abstract

Foliar fungicide applications reach not only target organisms but also non-target
organisms, such as entomopathogens that naturally suppress insect pest
populations. As many fungicides are potentially harmful to entomopathogenic fungi,
this work aimed to evaluate the effect of fungicides on Metarhizium rileyi, an
entomopathogenic fungus of caterpillars, aiming to find less sensitive populations
that can be used in biological control. The sensitivity of the fungus to fungicides from
the following groups: methyl benzimidazole carbamates (MBC), demethylation
inhibitors (DMI) and external quinone inhibitors (Qol) was evaluated through spore
germination. We evaluated 39 M. rileyi isolates from the Embrapa Soja Mycological
Collection. The fungicide carbendazim (MBC) was evaluated using a discriminatory
dose at a concentration of 1 ppm. Picoxystrobin and azoxystrobin (Qol) were
evaluated at doses of 0.01, 0.1, and 1 ppm. Tebuconazole and prothioconazole
(DMI) were assessed at 0, 0.1, 1, 2, 5, and 10 ppm to determine the effective
concentration to reduce the spore germination in 50% (CES50). Thirty-five isolates
were resistant to carbendazim. All isolates were sensitive to picoxystrobin and
azoxystrobin. For prothioconazole and tebuconazole the mean EC50 were 0.34 and
0.77 ppm, respectively. Only one isolate (Nr 424, 2003) presented EC50 =1 ppm for
the active ingredient prothioconazole and 18 isolates for tebuconazole, five of which
were obtained before 1996, the year in which the first applications of the chemical
group for soybean cultivation were recommended, and 13 from 1996. A single isolate
showed an EC50 greater than 2 ppm for tebuconazole (Nr 152, 1996).

Key words: Biological control. Demethylation Inhibitors. Quinone outside inhibitors.
Methyl benzimidazole carbamate.
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3.3 Introducao

Fungos entomopatogénicos desempenham papel importante na
regulagdo natural de insetos-praga em diversas culturas, consistindo em um dos
pilares do manejo integrado de pragas. A sobrevivéncia de entomopatdogenos em
agroecossistemas depende de muitos fatores bidticos e abidticos como temperatura,
luz solar, umidade, predadores, hiperparasitas e a presenga de agrotoxicos (BUTT;
JACKSON; MAGAN, 2001).

Na cultura da soja, o aumento na frequéncia de aplicacbes de
fungicidas foi observada a partir de 2001 com a chegada do fungo Phakopsora
pachyrhizi Syd. & P. Syd., causador da ferrugem-asiatica, no Paraguai e no Brasil,
considerada a principal doenga da cultura (YORINORI et al., 2001). Aplicagdes
sucessivas de fungicidas sao feitas para manejar a ferrugem-asiatica e outras
doencgas, porém, todos os organismos presentes na cultura, alvos e nao alvos, sao
expostos a essas aplicagdes. Os fungicidas apresentam efeito prejudicial em fungos
entomopatogénicos, como Metarhizium rileyi e outros, podendo afetar o
desenvolvimento de epizootias e favorecer o aumento do numero de lagartas
(SOSA-GOMEZ et al., 2003).

Os principais grupos quimicos de fungicidas utilizados na cultura da
soja sdo metil benzimidazol carbamatos (MBC), inibidores da quinona externa (1Qe)
e inibidores da desmetilacado (IDM). Os fungicidas do grupo quimico MBC bloqueiam
a divisdo celular, impedindo a polimerizacdo das subunidades de a-tubulina e B-
tubulina (KUS; ALTANLAR, 2003). Esse modo de acéo é altamente especifico e
pode ser superado por mutagdes pontuais (MCGRATH, 2001). Consequentemente,
esses fungicidas sao considerados de alto risco para o desenvolvimento de
resisténcia (FRAC, 2022b).

Os fungicidas do grupo quimico IQe bloqueiam a cadeia de
transferéncia de elétrons no complexo bc1 da cadeia respiratéria, impedindo a
transferéncia de elétrons no sitio da mitocéndria, causando perdas na sintese de
ATP, inibindo a respiragdo celular (BARTLETT et al., 2002, SIEROTZIKI, 2015).
Assim como os MBC, os 1Qe sao fungicidas com modo de agéo especifico, podendo
ser superados por mutagdes pontuais (GISI et al., 2000), sendo classificados como
fungicidas de alto risco para desenvolvimento de resisténcia (FRAC, 2022a).

Os fungicidas do grupo quimico IDM afetam a integridade da
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membrana celular do fungo, inibindo a formacdo de esterol. Os esterdis sao
constituintes essenciais das membranas celulares dos fungos que regulam a
estabilidade e a permeabilidade, sendo muito importante para o seu crescimento
(ZIOGAS; MALANDRAKIS, 2015). Apesar de apresentarem modo de acgado
especifico, a menor sensibilidade é conferida pelo acumulo de diferentes mutagdes
pontuais (BRENT; HOLLOMON, 2007). Esses fungicidas sao considerados de médio
risco para o desenvolvimento de resisténcia (BRENT; HOLLOMON, 2007).

A selecdo ou obtencdo de fungos entomopatogénicos menos
sensiveis ou resistentes a fungicidas pode ser benéfica por poder apresentar
vantagem adaptativa ao serem utilizados no controle biologico, pela maior produgao
e germinagao de esporos, como crescimento micelial em comparagcdo com isolados
sensiveis (LOPES et al.,, 2021; MATCHA et al., 2021). A implementagdo bem
sucedida de fungos entomopatogénicos no manejo de insetos dependera de sua
compatibilidade com outras medidas de manejo fitossanitarios (URS; GOVINDU;
SHASTRY, 1967; SOPER; HOLBROOK; GORDON, 1974; KOS; A CELAR, 2012).

O objetivo desse trabalho foi avaliar a sensibilidade de isolados de
M. rileyi a fungicidas dos grupos quimicos MBC, IDM e IQe, buscando isolados

adaptados dentro da Colecao Micologica da Embrapa Soja e Embrapa Cenargen.

3.4 Material e Métodos
3.4.1 Amostras e manutencgao dos isolados de Metarhizium rileyi

Foram utilizados 39 isolados do fungo entomopatogénico M. rileyi,
sendo 31 pertencentes a Cole¢ao Micolégica da Embrapa Soja (Nr) e 8 da Colegéo
Micolégica da Embrapa Cenargen (CG). Os 39 isolados foram coletados entre os
anos de 1983 a 2021, sendo um isolado dos Estados Unidos, dois isolados da
Argentina e 36 isolados do Brasil (Tabela 1). Os 36 isolados do Brasil foram
coletados nos estados de Sao Paulo (SP) (n=1), de Goias (GO) (n=1), de Mato
Grosso (MT) (n=5), da Bahia (BA) (n=1), de Rondénia (RO) (n=3), de Minas Gerais
(MG) (n=2), do Distrito Federal (DF) (n=5) e do Parana (PR) (n=18). Dos 18 isolados
coletados no Parana, foram coletados nos municipios de: Sertandpolis (n=1), Ponta
Grossa (n=1) e Londrina, no Distrito de Warta (n=16)(41% dos isolados avaliados).
Os isolados foram obtidos a partir de espécies parasitadas de Anticarsia gemmatalis
(HUbner)(Lepidoptera: Erebidae), Spodoptera frugiperda (JE Smith)(Lepidoptera:

Noctuidae), Chrysodeixis includens (Walker)(Lepidoptera: Noctuidae), Rachiplusia nu
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(Guenée) (Lepidoptera: Nocuidae) e Helicoverpa armigera (HUbner)(Lepidoptera:

Noctuidae) parasitadas (Tabela 1).

Tabela 1 Identificagdo, municipio, estado, Pais, ano e espécie dos insetos onde foi

feita a coleta dos isolados de Metarhizium rileyi.

Identificagdo Municipio Estado, Pais Ano Espécie

Nr 10 Assis Sao Paulo, BR 1990 Anticarsia gemmatalis
Nr 27 Londrina Parana, BR 1990 Anticarsia gemmatalis
Nr 32 Ponta Grossa Parana, BR 1990 Anticarsia gemmatalis
Nr 66 Londrina Parana, BR 1992 Anticarsia gemmatalis
Nr 135 Londrina Parana, BR 1998 Anticarsia gemmatalis
Nr 141 Quincy Florida, EUA 1993 Anticarsia gemmatalis
Nr 148 Goiania Goias, BR 1983 Spodoptera frugiperda
Nr 149 Oliveiros Santa F¢é, AR 1998 Spodoptera frugiperda
Nr 152 Brasilia Distrito Federal, BR 1996 Anticarsia gemmatalis
Nr 174 Londrina Parana, BR 1999 Anticarsia gemmatalis
Nr 250 Londrina Parana, BR 1999 Spodoptera frugiperda
Nr 254 Londrina Parané, BR 1999 Anticarsia gemmatalis
Nr 304 Planaltina Distrito Federal, BR 1999 Anticarsia gemmatalis
Nr 378 Londrina Parana, BR 2001 Anticarsia gemmatalis
Nr 424 Campo Novo do Parecis  Mato Grosso, BR 2003 Anticarsia gemmatalis
Nr 449 Campo Novo do Parecis  Mato Grosso, BR 2003 Anticarsia gemmatalis
Nr 455 Londrina Parana, BR 2003 Anticarsia gemmatalis
Nr 489 Chivilcoy Buenos Aires, AR 2001 Anticarsia gemmatalis
Nr 494 Vilhena Rondodnia, BR 2006 Spodoptera frugiperda
Nr 495 Vilhena Rondodnia, BR 2006 Spodoptera frugiperda
Nr 553 Gongalves Minas Gerais, BR 2007 Anticarsia gemmatalis
Nr 557 Sertandpolis Parana, BR 2008 Pseudoplusia sp.

Nr 600 Londrina Parana, BR 2018 Anticarsia gemmatalis
Nr 601 Londrina Parana, BR 2018 Anticarsia gemmatalis
Nr 604 Vilhena Rondonia, BR 2018 Anticarsia gemmatalis
Nr 605 Londrina Parana, BR 2018 Anticarsia gemmatalis
Nr 606 Londrina Parana, BR 2018 Anticarsia gemmatalis
Nr 607 Londrina Parana, BR 2018 Anticarsia gemmatalis
Nr 608 Londrina Parana, BR 2018 Anticarsia gemmatalis
Nro6ll Londrina Parand, BR 2021 Rachiplusia nu

Nr 612 Londrina Parand, BR 2021 Rachiplusia nu

CG 1247 - Bahia, BR 2013 Helicoverpa armigera
CG 1250 Primavera do Leste Mato Grosso, BR 2013 Chrysodeixis sp.

CG 1251 Pedra Preta Mato Grosso, BR 2013 Helicoverpa armigera
CG 1252 Pedra Preta Mato Grosso, BR 2013 Helicoverpa armigera
CG 1416 - Distrito Federal, BR 2019 Anticarsia gemmatalis
CG 1417 - Distrito Federal, BR 2019 Spodoptera frugiperda
CG 1435 Buritis Minas Gerais, BR 2020 -

CG 1457 Planaltina Distrito Federal, BR 2021 Spodoptera frugiperda

BR — Brasil; AR — Argentina; EUA - Estados Unidos da América.
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3.4.2 Inibigao do crescimento micelial de Metarhizium rileyi in vitro

O meio utilizado para multiplicagdo de M. rileyi foi 0 meio de agar
Sabouraud Maltose fortificado com extrato de levedura 1% (SMAY) (10g de
neopeptona, 40g de maltose, 10g de extrato de levedura, 15g agar e 1L de agua).
Os isolados foram cultivados em meio de cultura SMAY em placas de 5 cm de
didmetro, e mantidos em BOD na temperatura de 26 °C e fotoperiodo de 12h,
durante 5 a 20 dias, dependendo do isolado.

A germinagao de esporos de M. rileyi foi avaliada em |laminas de
vidro usadas em microscopia com meio SMAY acrescido de fungicidas dos grupos
MBC (carbendazim), IQe (picoxistrobina e azoxistrobina) e IDM (protioconazole e
tebuconazole), em diferentes concentragcbes. Os fungicidas foram adicionados ao
meio SMAY, seguindo as concentragbes de cada tratamento, com a temperatura
aproximada de 40 °C, evitando a degradacao do fungicida. Com o meio ainda nao
solidificado, foi vertido 1 mL da mistura nas laminas com auxilio de pipeta.

Obteve-se a suspensio de conidios por meio da adi¢cao de 5 mL de
agua destilada esterilizada, seguido de raspagem das colbnias nas placas. Foi feito
a filtragem do micélio e dos conidios com uma camada dupla de gaze esterilizada. A
concentragédo foi ajustada para 2 x 108 conidios mL-' com auxilio de cdmara de
Neubauer. A distribuicdo dos conidios do fungo nas laminas foi feita apds a
solidificacdo do meio, por meio de aspersao utilizando um nebulizador.

A germinacao de esporos foi avaliada dois dias apds a incubacéao
em BOD a 26 °C + 2 °C e fotoperiodo de 12/12 horas, por meio da contagem de
esporos. Foram considerados conidios germinados aqueles que apresentaram tubo
germinativo com comprimento de, no minimo, uma vez o tamanho do conidio. O
delineamento foi inteiramente casualizado, com 5 repeticdes, sendo cada repeticéo
constituido por uma Iamina onde foram realizadas duas contagens de 100 conidios,
totalizando 200 conidios por repetigao.

Os fungicidas dos grupos MBC: carbendazim (500 g L,
Carbendazim Nortox®, Nortox Ltda.) e IQe: azoxistrobina (250 g L™, Priori®,
Syngenta Crop Protection Ltda.) e picoxistrobina (250 g L', Oranis®, DuPont S.A.)
foram trabalhados com doses discriminatorias, pela resisténcia mais comum a esses
grupos de fungicidas ser descrita como qualitativa (LUCAS; HAWKINS; FRAAIJE,

2014). A dose discriminatéria € uma dose unica na qual, dependendo da reagéo do
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isolado, é possivel classificar o isolado como sensivel ou resistente. Um isolado
resistente é definido como aquele com crescimento de 50% ou mais na presenga do
fungicida (RUSSELL, 2002).

Inicialmente foram feitas analises preliminares com oito isolados
escolhidos aleatoriamente para ambos grupos quimicos, nas doses de 0, 1, 10 e 50
ppm. O experimento foi repetido duas vezes. Nestes experimentos preliminares,
para o fungicida carbedazim, a germinacao de conidios de M. rileyi nas doses de 1,
10 e 50 ppm néao diferiram estatisticamente, sendo escolhida a concentragdo de 1
ppm para trabalhar como dose discriminatéria. Os isolados foram considerados
resistentes quando tiveram germinagdo acima de 50% na presenga do fungicida.
Todos os experimentos foram repetidos duas vezes.

Durante as analises preliminares para o grupo quimico 1Qe, as
doses de 1, 10 e 50 ppm inibiu 100% da germinagéo de esporos, sendo avaliada
também as doses de 0,1 e 0,01 ppm. Durante as analises, os fungicidas do grupo
quimico Qe foram misturados com acido salicilhidroxamico (SHAM), um inibidor da
oxidase alternativa insensivel ao cianeto (AOX). No entanto, observou-se que o
SHAM reduziu significativamente a CE50 ao grupo quimico IQe, como observado
por Liang et al. (2019) para os fungos Sclerotinia sclerotiorum e Botrytis cinerea.
Dessa forma, o grupo quimico IQe foi avaliado sem SHAM. Todos os experimentos
foram repetidos duas vezes.

Os ingredientes ativos do grupo dos IDM: protioconazol (250 g L™,
NFK 57®, Oxon Quimica) e tebuconazol (200 g L', Tebufort®, UPL S.A.) as
concentragdes finais do ingrediente ativo no meio foi 0; 0,1; 1; 2; 5 e 10 ppm. O
experimento foi repetido duas vezes. A eficiéncia de controle foi calculada pela
porcentagem de esporos germinados nas diferentes doses em relagdo a germinagao
no tratamento controle sem fungicida. Para a estimativa da concentragao efetiva
para reduzir 50% da germinagao (CE50) os modelos log-logistico ou distribuicao de
Weibull foram ajustados aos dados com auxilio do pacote “drc” do software R (R
CORE TEAM, 2021).

As comparagdes dos experimentos para os ingredientes ativos
carbendazim, picoxistrobina e azoxistrobina foram realizadas pelo teste t com nivel
de significancia p<0,05. Posteriormente, os dados de germinagdo foram testados
quanto a homogeneidade das variancias entre os tratamentos usando o teste de

Bartlett. A comparagao da variancia entre os 2 experimentos foi realizada pelo teste
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F (p<0,05), a analise de variancia foi realizada pelo F-test para comparar a variancia
dos dois experimentos. Quando ndo significativas, foram feitas as médias das
germinagdes nas duas doses. Estas analises foram realizadas com o auxilio do
software R (R CORE TEAM, 2021).

3.5 Resultados e discussao

Independente do ano do isolamento, o ingrediente ativo
carbendazim, na dose discriminatoria de 1 ppm, 36 isolados do fungo M. rileyi foram
considerados resistentes, com porcentagem de germinagao variando entre 53% a
100% (Figura 1). Os experimentos com os isolados Nr 32 e Nr 135 foram perdidos
por ndo germinarem e o isolado Nr 608 foi considerado sensivel (44% de
germinagao). Sosa-Gémez et al. (2003) trabalhando com os mesmos isolados (Nr
250, Nr 304 e Nr 424) encontraram que o carbendazim foi um dos fungicidas menos
nocivos em comparag¢ao com difenoconazol, enxofre e benomil.

As primeiras recomendac¢des de utilizacdo de fungicidas para
controle de doengas na cultura da soja iniciaram em 1996/1997, para o controle do
oidio (REIS; MEDEIROS; CASA, 1997) e mesmo os isolados de M. rileyi coletados
anteriormente a 1996 (Nr 10, Nr 27, Nr 66, Nr 148 e Nr 152) apresentaram
germinagao = 97%, mostrando insensibilidade do fungo a carbedazim. Os isolados
coletados nos EUA (Nr 141) e na Argentina (Nr 149 e Nr 489) também foram
resistentes a carbendazim, com germinagao de 100% a 1 ppm (Figura 1).

Uma das hipdteses da resisténcia de 36 dos 37 isolados avaliados
ao carbendazim, incluindo os isolados coletados anteriormente a recomendacéo de
fungicidas na cultura da soja, € que a insensibilidade a carbendazim seja uma
caracteristica inerente do fungo M. rileyi. Patégenos de plantas podem ser
considerados naturalmente resistentes quando nao sao afetados por um grupo de
fungicidas (BRENT; HOLLOMON, 2007). Por exemplo, os ingredientes ativos
metalaxil, benomil e iprodione apresentam baixa atividade em fungos que causam as
ferrugens (HEWITT, 1998).
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Figura 1 Porcentagem de germinagao de popula¢des de Metarhizium rileyi ao ingrediente ativo carbendazim na concentragéo de

1ppm.
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No entanto, Matcha et al. (2021) avaliando a sensibilidade de um
unico isolado a carbendazim e outros diferentes produtos quimicos em meio de
cultura, encontrando 100% de inibigdo no crescimento micelial e auséncia de
germinagdo para a dose de 1 g L' (1000 ppm) de carbendazim 50 WP. A baixa
frequéncia de isolados sensiveis neste trabalho também pode ter ocorrido pela baixa
variabilidade de locais de coleta, uma vez que 41% dos isolados avaliados foram
coletados no distrito de Warta, no municipio de Londrina.

Para outras espécies de Metarhizium, Damin et al. (2011)
observaram para dois isolados de M. anisopliae coletados na Australia em 1979 e
1974, completa inibicdo de crescimento micelial com carbedazim na dose de 1,43
mL L' (1430 ppm) que é a dose recomendada a campo. No caso do isolado da
espécie M. flavoviride coletado na Alemanha em 1963, observaram germinagéo
somente na dose de 0,170 yL L' (0,170 ppm). Niassy et al. (2012), observaram
completa inibicdo do crescimento micelial e da esporulagdo de um isolado M.
anisopliae em 1/10 da dose de campo para o fungicida carbendazim. Esses
trabalhos demonstram a existéncia de sensibilidade de outras espécies de
Metarhizium ao carbendazim, em doses inferiores as utilizadas neste trabalho,
precisando ser estudada a hipotese de que isolados de M. rileyi sdo menos
sensiveis ao grupo quimico em comparagao com outras espeécies.

Outra hipétese para o maior numero de isolados resistentes neste
trabalho é que o fungo possa ter sido selecionado por meio das aplicagbes de
fungicidas no controle de lagartas em outras culturas. O grupo quimico MBC foi
introduzido no mercado no final dos anos 1960 (YOUNG, 2015) e é utilizado
frequentemente, ano a ano, desde sua liberacdo até os dias atuais, podendo ter
favorecido a selegcdo de Metarhizium que se disseminaram para a cultura da soja.

Fungicidas do grupo MBC sao classificados como produtos de alto
risco de resisténcia e mais de 100 espécies de fungos desenvolveram resisténcia ao
grupo desde a sua liberagdo (BRENT; HOLLOMON, 2007; FRAC, 2022b), sendo
observada resisténcia em menos de cinco anos apds seu registro para Cercospora
beticola (GEORGOPOULOS, 1982), Didymella bryoniae (MALATHRAKIS;
VAKALOUNAKIS, 1983) e Botrytis squamosa (PRESLY; MAUDE, 1979). Dessa
forma, os isolados de M. rileyi podem apresentar resisténcia adquirida pelo uso em
outras culturas, uma vez que o isolado mais antigo (Nr 148, 1983) é posterior aos

registros de fungicidas MBC no mundo.
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A resisténcia ao grupo MBC é descrita como estavel e, em muitos
casos, uma vez selecionada, mutantes podem persistir na populagdo por muitos
anos, permanecendo em algumas areas por 10 anos ou mais, mesmo depois que o
uso dos fungicidas MBC é interrompido (FRAC, 2022b, WALKER et al., 2013),
corroborando a permanéncia da resisténcia por aproximadamente 40 anos, desde
1983 até 2022.

A comprovagdo da resisténcia adquirida ou insensibilidade natural
pode ser verificada pelo sequenciamento do gene da 3 tubulina do fungo, verificando
a presenga das principais mutagdes nos codons 6, 50, 167, 198, 200, e 240 que
conferem resisténcia ao grupo MBC (MA; MICHAILIDES, 2005).

Assim, 36 isolados foram considerados resistentes para
carbendazim, atendendo ao objetivo do trabalho. A Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (Anvisa) decidiu pela suspensao cautelar do agrotoxico, suspendendo a
importacdo, a produgao, a distribuicdo e a comercializacdo dos produtos e uso de
produtos a base do carbendazim no Brasil (ANVISA, 2022).

Na dose discriminatéria de 1 ppm, para os ingredientes ativos
picoxistrobina e azoxistrobina, ndo ocorreu a germinagao dos esporos, sendo todos
os isolados sensiveis a essa dose. Na concentragdo de 0,1 ppm, 13 isolados
(34,2%) nao germinaram para o grupo quimico (Tabela 2). Na concentragéo de 0,01
ppm, 29 isolados (74,4%) e 19 isolados (48,7%) apresentam germinagao =270% para
picoxistrobina e azoxistrobina, respectivamente. Observa-se a alta sensibilidade de
todos os isolados avaliados pelos baixos percentuais de germinagdo na
concentragao de 0,1 ppm (Tabela 2).

Tabela 2 Germinagao (%) de esporos de Metarhizium rileyi em |laminas com os

ingredientes ativos picoxistrobina e azoxistrobina, nas concentragdes de 1, 0,1 e

0,01 ppm.
picoxistrobina azoxistrobina
Isolados 1 ppm 0,1 ppm 0,01 ppm 1 ppm 0,1 ppm 0,01 ppm
Nr 10 0 NA NA 0 NA NA
Nr 27 0 NA NA 0 NA NA
Nr 32 0 0 92 0 0 59
Nr 66 0 0 87 0 0 97
Nr 135 0 0 94 0 0 95
Nr 141 0 3 100 0 2 79
Nr 148 0 1 99 0 10 99
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Matcha et al. (2021) analisaram um isolado de M. rileyi e obtiveram

para o fungicida azoxistrobina, na dose de 1 ppm, inibicdo de 8,2% do crescimento

do fungo e 38,9% da esporulacdo em comparagao com a testemunha, diferente da

germinagao nula encontrada na mesma dose nesse trabalho. Para M. anisopliae,

Silva et al. (2013) analisaram um isolado em Goias do ano de 1985, nas dose de

3,125 ppm para o ingrediente ativo trifloxistrobina e 1,125 ppm para ingrediente ativo

azoxistrobina, encontraram, respectivamente, compatibilidade e moderada toxidade

aos fungicidas.

As estrobilurinas foram descobertas por Anke (1995) em 1977,

porém, a primeira introdugdo do produto no mercado foi apenas em 1996.
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Fungicidas do grupo IQe séo classificados como produtos de alto risco de resisténcia
e desde sua liberacdo mais de 45 fungos desenvolveram resisténcia ao grupo
(BRENT; HOLLOMON, 2007; FRAC, 2022a). Na cultura da soja, foi relatada
resisténcia das espécies de Cercospora kikuchii, Phakopsora pachyrhizi e
Corynespora cassiicola (PRICE et al., 2015; SCHMITZ et al., 2014, TERAMOTO et
al., 2017).

No presente trabalho, a inibigdo total da germinagédo dos esporos na
concentracdo de 1 ppm para todos os isolados de M. rileyi avaliados (Tabela 2),
tanto nos isolados anteriores a 1996 quanto nos mais recentes, pode pode ter
ocorrido pela baixa variabilidade dos locais de coleta e pelo baixo numero de
isolados avaliados.

Outro fator que pode ter afetado a auséncia de isolados resistentes &
a liberagcdo comercial da tecnologia Bt. A abreviagao Bt deriva do nome da bactéria
entomopatogénica, Bacillus thuringiensis Berliner. Na cultura da soja a tecnologia foi
liberada inicialmente em 2012, com a inser¢do as proteinas Cry1Ac e Cry1F na
cultura da soja, derivadas da bactéria B. thuringiensis var. kurstaki, que conferem
a soja resisténcia aos principais insetos-praga da ordem Lepidoptera associados a
cultura. A tecnologia, desde a sua liberagdo em 2005, teve um aumento gradual da
sua taxa de adogao, motivado pelos beneficios no controle de pragas (BERNARDI et
al., 2016). A diminuicdo de lepidépteros causada pela utilizagdo da tecnologia afeta
o numero de hospedeiros disponiveis para o fungo M. rileyi, diminuindo a populagéo
do entomopatégeno por falta do seu hospedeiro. A diminuicdo da populagdo do
entomopatdgeno reduz a pressao de selecdo de populagdes por fungicidas,
dificultando encontrar individuos que sobrevivam a doses maiores de fungicidas.
Além do mais, a diminuicdo da populagdo pode dificultar a amostragem de
individuos infectados pelo fungo, tornando mais dificil encontrar isolados para serem
analisados.

No entanto, atualmente com a baixa aderéncia de refugio e o intenso
uso da tecnologia, estdo sendo relatadas ocorréncia de lagartas em soja Bt, como
Spodoptera frugiperda (BERNARDI et al., 2015), Rachiplusia nu e Crocidosema
aporema (BUENO; SOSA-GOMEZ, 2021, HORIKOSHI, et al., 2021). A selegao de
pragas resistentes a tecnologia Bt favoreceu a ocorréncia de lagartas em soja,
consequentemente, aumentando o numero infec¢gdes causada pelo fungo e

favorecendo a pressédo de selegcdo de fungicida em populagdes de M. rileyi. O
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constante monitoramento € importante para identificar isolados resistentes aos
fungicidas utilizados no mercado.

Nenhum isolado foi considerado adaptado para o grupo IQe, sendo
necessario coletar mais isolados de diferentes localidades para ter maior
variabilidade de resposta e atnder ao objetivo do estudo.

O grupo quimico IDM foi introduzido no mercado a partir de 1970
(BRENT; HOLLOMON, 2007) e vem sendo utilizado regularmente até a atualidade.
Fungicidas do grupo IDM séo considerados de médio risco de resisténcia (BRENT;
HOLLOMON, 2007) e, desde a sua liberacdo mais de 40 isolados resistentes ao
grupo quimico foram descritos (FRAC, 2020).

A resisténcia de fungos aos fungicidas IDM é descrita como
quantitativa (GHINI; KIMATI, 2000; REIS; REIS; CARMONA, 2010), e é
caracterizada por redugao gradativa da eficacia de fungicidas a medida que ocorre
aumento gradativo de CE50. Valores maiores de CE50 podem indicar menor
sensibilidade do fungo ao fungicida.

Dos 39 isolados testados, os valores de CES50 para o fungicida
protioconazol variaram de 0,02 ppm (Nr 148, 1983) a 1,39 ppm (Nr 424), com média
de 0,36 ppm (Tabela 3). Os valores de CE50 para o fungicida tebuconazol variaram
de 0,04 (CG 1435, 2020) a 3,11 ppm (Nr 152, 1996), com média de 1,01 ppm.

Os isolados menos sensiveis ao grupo quimico IDM, com CES50
superiores a 1 ppm, foram Nr 424 (2003) para o fungicida protioconazol e para o
fungicida tebuconazol os isolados Nr 10 (1990), Nr 27 (1990), Nr 66 (1992), Nr 141
(1993), Nr 148 (1983), Nr 149 (1998), Nr 152 (1996), Nr 174 (1999), Nr 250 (1999),
Nr 304 (1999), Nr 424 (2003), Nr 489 (2001), Nr 553 (2007), Nr 557 (2008), Nr 604
(2018), Nr 607 (2018), Nr 612 (2021), CG 1251 (2013), totalizando 18 isolados para
tebuconazol (Tabela 3).

Xavier et al. (2015), analisando 98 isolados de ferrugem coletados
de 2008/09 a 2010/11, observaram que as CE50 variaram de 0,000001 a 0,39 ppm
e 0,001 a 1,49 ppm para os fungicidas protioconazol e tebucocazol,
respectivamente. No presente experimento, os valores de CE50 foram maiores do
que os encontrados por Xavier et al. (2015) para o fungicida protioconazol (1,39
ppm, Nr 424, 2003) e para tebuconazol (3,11 ppm, Nr 152, 1996), podendo estar

associados a menor sensibilidade do fungo ao grupo IDM.
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Tabela 3 Concentracéo efetiva (em ppm) para reducado de 50% da germinacao de

esporos (CE50) + intervalo de confianga de 95% (IC), de populagcbes de Metarhizium

rileyi aos ingredientes ativos protioconazol e tebuconazol.

CE50 protioconazol £+ IC

CE5O0 tebuconazol £ IC

Isolados  Ano Experimento 1 Experimento 2 Experimento 1 Experimento 2
Nr 10 1990 0,37 £0,19 0,34 £0,13 2,02 £0,07 1,29 £0,11
Nr 27 1990 0,19 0,44 0,63 0,65 1,73 £0,13 1,85 £0,04
Nr 32 1990 0,27 £0,03 0,42 +0,06 0,19 0,03 0,92 +0,05
Nr 66 1992 0,43 £0,37 0,21 £2,69 0,90 +0,05 1,33 £0,06
Nr 135 1998 0,16 £0,07 0,29 0,05 0,89 0,10 1,02 £0,09
Nr 141 1993 0,85 10,62 0,19 0,02 1,27 £0,05 1,36 £0,04
Nr 148 1983 0,02 £0,02 0,13 £0,04 1,06 £0,03 1,31 £0,04
Nr 149 1998 0,63 £0,04 0,63 £0,25 1,99 £0,02 1,85 £0,05
Nr 152 1996 0,87 +0,70 0,76 0,17 3,11 £0,18 2,69 £0,16
Nr 174 1999 0,60 +0,11 0,56 0,15 1,49 0,06 0,63 £0,07
Nr 250 1999 0,55 10,05 0,10 0,03 1,53 £0,09 1,14 £0,13
Nr 254 1999 0,31 10,08 0,35 0,04 0,65 +0,05 0,81 £0,10
Nr 304 1999 0,19 10,43 0,14 0,15 1,76 £0,03 1,71 £0,06
Nr 378 2001 0,69 10,72 0,13 £0,10 0,08 £0,007 0,09 £0,08
Nr424 2003 1,39 £0,04 0,65 +0,25 1,98 0,12 1,82 £0,03
Nr 449 2003 0,15 0,03 0,38 £0,05 0,10 0,02 NA
Nr 455 2003 0,33 10,05 0,21 £0,67 0,95 +0,05 0,72 £0,17
Nr 489 2001 0,33 12,60 0,27 0,89 1,50 £0,04 1,46 £0,05
Nr 494 2006 0,28 £0,08 0,67 +£0,59 0,81 0,10 0,98 £0,05
Nr 495 2006 0,21 +0,83 0,21 £0,93 0,58 0,07 0,90 0,70
Nr 553 2007 0,83 £0,08 0,26 0,03 1,60 £0,27 1,49 £0,05
Nr 557 2008 0,09 £0,005 0,41 £0,95 1,32 0,04 0,84 £0,05
Nr 600 2018 0,06 0,21 0,08 £0,10 0,31 £0,12 0,71 £0,20
Nr 601 2018 0,08 £0,16 0,44 0,70 0,92 +0,14 0,66 £0,14
Nr 604 2018 0,29 +0,06 0,21 +0,06 0,92 +0,21 1,49 £0,08
Nr 605 2018 0,23 £0,05 0,24 0,07 0,37 £0,14 0,63 0,24
Nr 606 2018 0,45 10,07 0,21 £0,05 0,92 +0,06 0,53 £0,17
Nr 607 2018 0,76 £1,15 0,15 £0,03 0,81 0,09 0,81 £0,20
Nr 608 2018 0,09 £0,09 0,12 +0,14 0,24 +0,06 0,85 +0,62
Nr 611 2021 0,90 +0,08 0,76 £0,82 0,64 +0,10 1,11 £0,14
Nr 612 2021 0,20 0,49 0,11 £0,05 1,10 £0,01 1,16 0,18

CG 1247 2013 0,62 0,39 0,08 £0,12 0,65 0,13 0,81 +1,22

CG 1250 2013 0,32%1,12 0,08 +0,14 0,13 0,11 0,51 +0,17

CG 1251 2013 0,35%0,12 0,27 £0,10 0,67 +£0,09 1,54 £0,04

CG 1252 2013 0,34 0,16 0,06 0,10 0,56 +0,07 0,21 +0,03

CG 1416 2019 0,14 0,09 0,29 +0,28 1,04 £0,24 0,47 0,33

CG 1417 2019 0,67 £0,19 0,32 £0,04 0,58 £0,10 0,58 +0,16

CG 1435 2020 0,68 +1,81 0,10 £0,02 0,11 0,07 0,04 £0,21

CG 1457 2021 0,34 0,07 0,23 £0,02 0,17 £0,35 0,23 £0,05

Nao analisado (NA)

Regressédo em Log-logistic em branco, em amarelo dados foram ajustados para modelo de Weibull.
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Os fungos entomopatogénicos possuem grande variabilidade
genética podendo ter alta variabilidade de sensibilidade. Matcha et al. (2021)
relataram inibicdo completa do crescimento de um isolado de M. rileyi pelo fungicida
propiconazol e somente 12,4% pelo fungicida tebuconazol, na concentragcdo de 1
ppm. Sosa-Gémez et al. (2003) observaram que epizootias de M. rileyi foram
atrasadas de 2 a 14 dias no controle de populagdes de Anticarsia gemmatalis
quando aplicado o ingrediente ativo difenoconazol, com densidade de lagartas 63%
maior que a testemunha sem fungicida.

O uso dos fungicidas IDM somente em mistura, favoreceu a menor
pressao de selecao para obtencao de isolados de M. rileyi com maiores CE50. Com
a menor sensibilidade do fungo Phakopsora pachyrhizi a esse grupo, o registro dos
ingredientes ativos isolados foram suspensos, passando a ser recomendadas
somente misturas com diferentes modos de acédo (FRAC, 2020).

O desenvolvimento de resisténcia multipla pode ocorrer, mas, é
menos provavel de se desenvolver do que se os dois ingredientes ativos fossem
usados separadamente e repetidamente (BRENT; HOLLOMON, 2007). Lopes et al.
(2022), analisando um isolado de M. rileyi (CG1153) para as misturas de
ingredientes ativos trifloxistrobina + protioconazol e azoxistrobina + benzovindiflupir,
na concentracdo de 0,1 ppm, observaram inibicdo completa da germinagao dos
conidios do fungo. Os mesmos autores, observaram em experimentos a campo,
utilizando os mesmos fungicidas, redugdo de 30% a 40% na mortalidade das
lagartas em comparagao com a testemunha sem fungicida. Assim, a utilizagdo de
misturas favorece a menor selecdo de populagdes com maiores valores de CE50
entre os isolados avaliados.

O constante monitoramento do fungo Metarhizium rileyi é essencial
para a obtencado de isolados que possuam resisténcia cruzada entre os diferentes
grupos quimicos usados a campo. Futuros trabalhos deverdo buscar isolados mais
recentes, buscando encontrar resisténcia para os grupos quimicos mais recentes,
como os inibidores da quinona externa (IQe) e os inibidores da succinato
desidrogenase (SDHI).

Para futuros experimentos deve-se buscar ampliar a cole¢cdo de
isolados de M. rileyi, com coletas em diferentes locais e também a selecdo de
isolados em condi¢des controladas, com cultivo em doses crescentes de fungicidas

aos ativos onde foram altamente sensiveis, como o caso dos IQe.
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3.6 Conclusodes

A resisténcia a carbendazim foi a prevalente nos isolados avaliados,
estando presente em 36 dos 37 isolados. Nao foi encontrado nos isolados avaliados
resisténcia aos ingredientes ativos picoxistrobina e azoxistrobina.

Somente um isolado (Nr 424, 2003) apresentou CES50 acima de 1
ppm para o ingrediente ativo protioconazol e 18 isolados para tebuconazol, sendo
cinco obtidos antes de 1996, ano de recomendagao das primeiras aplicagdes de
fungicidas para o controle de de doengas na cutura da soja, e 13 entre os anos de
1998 e 2021. Um unico isolado apresentou CES50 superior a 2 ppm (Nr 152, 1996).
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